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EDTA   Etilendiamintetraocetna kislina 
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Vpliv kovinskih ionov na aktivnost katepsina K 
 
POVZETEK: Katepsin K, papainu podobna človeška peptidaza, je ključen encim pri 
razgradnji kolagena tipa I - glavne organske komponente, ki tvori kosti. Ker ima porušena 
kostna homeostaza za posledico nastanek številnih bolezni kot so osteoporoza, nekatere oblike 
artritisa in raka, je inhibicija encimske aktivnosti zaželena, kadar je aktivnost encima povezana 
z nastankom bolezni. Glede na to, da ima previsoka aktivnost katepsina K za posledico 
preveliko razgradnjo kosti, se razvijajo inhibitorji katepsina K za zdravljenje omenjenih 
bolezni. Trenutno je inhibicija katepsina K usmerjena na vezavo inhibitorjev v aktivno mesto 
encima, kar povzroči popolno izgubo encimske aktivnosti. Zaradi izgube drugih fizioloških 
funkcij aktivnega encima, ima popolna inhibicija aktivnosti katepsina K  lahko tudi neželene 
stranske učinke. Zato bi bilo pomembno, da najdemo dovolj dobre delne inhibitorje encimske 
aktivnosti, ki bi v veliki meri inhibirali kolagenolitično aktivnost encima, ki je povezana s 
številnimi bolezni. V predstavljeni diplomski nalogi smo, v treh neodvisnih testih, določali 
vpliv in mehanizem delovanja izbranih kovinskih ionov (Ce4+, Ga3+, La3+ in Zn2+) na aktivnost 
katepsina K. Najprej smo vpliv in mehanizem delovanja izbranih kovinskih ionov na aktivnost 
encima določali s spremljanjem hidrolize sintetičnega substrata Z-FR-AMC. Ker smo želeli vse 
predvidene mehanizme inhibicije bolj natančno opredeliti, smo za vse izbrane kovinski ione 
pripravili diagrame specifičnih hitrosti, na osnovi katerih smo določili vrednosti parametrov Ki, 
α in β za vsak inhibitor. Dokazali smo da Ce4+, Ga3+ in La3+ delujejo kot hiperbolični oziroma 
delni inhibitorji, in sicer Ce4+ in La3+ po mehanizmu hiperbolične mešane inhibicije, Ga3+ pa 
kot hiperboličen kompetitivni inhibitor. Zn2+ ion se je izkazal kot predstavnik linearnih oziroma 
popolnih inhibitorjev encimske aktivnost, ki delujejo po mehanizmu linearne kompetitivne 
inhibicije. Ker rezultati, ki jih dobimo s kinetičnimi meritvami razgradnje sintetičnega 
substrata, ne veljajo nujno za naravne encimske substrate, smo naredili kvalitativno analizo 
kolagenolitične aktivnosti katepsina K v prisotnosti visokih koncentracij izbranih kovinskih 
ionov. Preverili smo tudi učinke inhibitorjev na encimsko aktivnost pri razgradnji azokazeina. 
Iz rezultatov slednjih poskusov smo ugotovili, da ne delujejo vsi inhibitorji enako dobro v 
prisotnosti različnih substratov. Na koncu diplomske naloge smo in situ pripravili komplekse 
derivatov bigvanida s Zn2+ ioni, ker smo želeli preveriti vpliv bigvanidov na inhibitorne učinke 
Zn2+ ionov. Rezultati poskusov kažejo na to, da se inhibitorna moč Zn2+ ionov na aktivnost 
katepsina K malenkost poveča, v kompleksu s fenforminom.  
 
KLJUČNE BESEDE: katepsin K, inhibicija encimske aktivnosti, kinetične meritve, kovinski 
ioni 
 
 
 
Effects of metal ions on activity of cathepsin K 
 
ABSTRACT: Cathepsin K, a papain-like human peptidase, is a key enzyme in the process of 
breakdown of type I collagen – the main bone-forming organic component. Since the disrupted 
bone homeostasis results in the emergence of numerous diseases such as osteoporosis, certain 
forms of arthritis and cancer, the inhibition of the enzyme activity is desirable when the enzyme 
activity is associated with the onset of the disease. Considering that the excessive activity of 
cathepsin K results in excessive bone breakdown, cathepsin K inhibitors are developed to treat 
the mentioned diseases. Currently, cathepsin K inhibition is directed towards the binding of 
inhibitors to the enzyme active site, leading to the complete loss of enzyme activity. Due to the 
loss of other physiological functions of the active enzyme, the complete inhibition of the 
activity of cathepsin K may also have undesirable side effects. Thus, it is important to find 
sufficiently good partial inhibitors of enzyme activity that would inhibit the collagenolytic 
activity of the enzyme associated with many diseases to a great extent. In the presented thesis, 
we determined the influence and mechanism of action of selected metal ions (Ce4+, Ga3+,La3+ 
and Zn2+) on the activity of cathepsin K in three independent tests.  First, we determined the 
influence and mechanism of action of selected metal ions on enzyme activity by monitoring 
hydrolysis of synthetic substrate Z-FR-AMC. In order to confirm and more precisely define all 
of the selected inhibition mechanisms, specific velocity diagrams were prepared for all of the 
selected metal ions, based on which the values of kinetic parameters parameters were 
determined for each inhibitor. We showed that Ce4+, Ga3+ and La3+ act as hyperbolic or partial 
inhibitors, more specifically Ce4+ and La3+  by the mechanism of hyperbolic mixed inhibition, 
and Ga3+ as a hyperbolic competitive inhibitor. Zn2+ ion proved to be linear or complete 
inhibitors of enzymatic activity, acting by the mechanism of linear competitive inhibition. Since 
the results obtained with kinetic measurements of degradation of the synthetic substrate do not 
necessarily apply to natural enzyme substrates, we made a qualitative analysis of the 
collagenolytic activity of cathepsin K in the presence of high concentrations of selected metal 
ions. The effects of the inhibitors on the enzymatic activity during the degradation of azocasein 
were also examined. From the results of the latter experiments, it can be concluded that not all 
inhibitors act equally well in the presence of different substrates. At the end of this thesis we 
prepared in situ complexes of biguanide derivatives with Zn2+ ions, because we wanted to check 
the influence of biguanides on the inhibitory effects of Zn2+ ions. The results of the experiments 
indicated that the inhibitory effects of Zn2+ ions activity of cathepsin K  slightly increased, in 
complex with phenformin.  
KEYWORDS: cathepsin K, enzyme inhibition, kinetic measurements, metal ions
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1. Uvod   
 
1.1. Encimi   
 
Biokemija, ena izmed novejših naravoslovnih ved, preučuje strukture in funkcije različnih 
celičnih sestavin, kot so ogljikovi hidrati, beljakovine, nukleinske kisline in lipidi. Številne tudi 
kompleksne biokemijske reakcije, ki potekajo v mikroorganizmih, rastlinah, živalih in človeku, 
urejajo encimi. Encimi, ki predstavljajo več kot 60 % vseh beljakovin, so biološki katalizatorji, 
ki so kot takšni velikega pomena za življenje okrog nas, saj bi reakcije v celicah brez njih bile 
prepočasne. Posledice zmanjšane hitrosti kemijskih reakcij, kot so manjša količina ali 
spremenjena struktura produkta, bi lahko imele škodljive učinke na organizem [1,2].  
Za potek vseh kemijskih reakcij v organizmu je potrebna določena količina energije, katero 
imenujemo aktivacijska energija. Glavna naloga vseh encimov je, da slednjo znižajo in tako 
povečajo hitrost reakcije. Prvi korak v mehanizmu, značilnem za vse encime, je vezava 
substrata v aktivno mesto encima in nastanek začasnega kompleksa encim-substrat. Aktivno 
mesto encima je hidrofobna reža znotraj encimske strukture, v katero se lahko vežejo različno 
specifični substrati. Drugo stopnjo karakterizira sprememba substrata v produkt, katerega 
struktura ne odgovarja aktivnemu mestu encima. Na koncu encimsko katalizirane reakcije 
kompleks encim-produkt razpade, encim ostane nespremenjen in na voljo za druge molekule 
substrata [2,3].  
Obstajata dva glavna modela encimske katalize, in sicer model ključa in ključavnice ter bolj 
pravilen model inducirane prilagoditve. Prvi model je slabši in v njem je encim 
komplementaren svojemu substratu. Po drugem modelu je encim komplementaren prehodnemu 
stanju reakcije oziroma po vezavi substrata pride do manjših konformacijskih sprememb v 
aktivnem mestu encima [2,3]. 
Na aktivnost encima vplivajo številni dejavniki, kot so temperatura, pH, količina substrata in 
prisotnost modifikatorjev oziroma aktivatorjev ter inhibitorjev encimov. Za največjo aktivnost 
encima potrebujemo optimalno temperaturo in pH. Ker so encimi beljakovine, s spremembo 
pH in temperature lahko pride do njihove denaturacije oziroma do popolne izgube encimske 
funkcije. Z naraščajočo koncentracijo substrata se povečuje aktivnost encima do meje 
nasičenja. Ko se to zgodi, so vsa aktivna mesta encima zasedena in nadaljnje višanje 
koncentracije substrata ne vpliva na aktivnost encima [2,3].  
Veliko encimov je sestavljenih iz proteinske komponente in tako imenovanega kofaktorja. 
Celoten kompleks se imenuje holoencim, V primeru, ko odstranimo kofaktor, ostane neaktiven 
encim, ki ga imenujemo apoencim. Kofaktorji so lahko kovine, organske molekule (protetične 
skupine) ali posebne vrste substrata (koencimi) [3,4]. Ker je za aktivnost nekaterih encimov 
nujno potreben kofaktor, so se razvili številni proteini, ki so pomembni za transport in 
akumulacijo kovin, kot so železo, baker, magnezij.  
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Glede na strukturo encime lahko razdelimo na globularne, z aktivnim mestom skritim v globini 
molekule in membranske, s hidrofobnim delom, ki preseka membrano [3].  
Encime lahko razdelimo v šest razredov, in sicer oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze, 
izomeraze in ligaze. V priloženi diplomski nalogi sem se osredotočila na vpliv kovinskih ionov 
na aktivnost ene izmed hidrolaz, in sicer papainu podobne proteaze, katepsina K [3]. 
 
1.2. Katepsin K 
 
Glede na vrsto aminokislinskih ostankov v aktivnem mestu encima razlikujemo serinske (A in 
G), aspartatne (D in E) in cisteinske (B, C, F, H, K, L, O, S, V, X in W) katepsine [5]. Katepsin 
K sodi med cisteinske proteaze in je beljakovina s 329 aminokislinami [6]. Aktivacija 
proencima katepsina K poteče v kislem okolju, tako da se odcepi pro regija, ki blokira aktivno 
mesto encima. Lizosomske cisteinske proteaze so optimalno aktivne v rahlo kislem, 
reducirajočem okolju, kakršno najdemo v lizosomih [5]. 
Monomerni katepsin K, z molekulsko maso 24 kDa, ima karakteristično katalitično diado 
sestavljeno iz Cys25 in His159  v aktivnem mestu, širokem 5 Å [7], ki je prikazano na sliki 1. 
Poleg katalitične diade je prisoten še Asn175, ki ga lahko zamenjamo z drugo nekatalitično 
aminikoslino brez izgube aktivnosti, saj ni ključen za katalizo. Vendar, sprememba Asn175 
lahko vpliva na kinetiko reakcije [24].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Aktivno mesto katepsina K, urejeno s pomočjo programa Chimera (PDB koda: 1MEM 
[5]).  Označeni so aminokislinski ostanki pomembni za aktivnost encima. 
3 
 
 
 
Slika 2: Struktura katepsina K, urejena s pomočjo programa Chimera (PDB koda: 1MEM [5]). 
Terciarna struktura encima (levo) in površina encima (desno). S sivo barvo je označeno aktivno 
mesto encima.  
Večina katepsinov se izraža v vseh tkivih, medtem ko je izražanje katepsina K omejeno na 
določene tipe celic, kar kaže na njegovo bolj specifično vlogo. Ker je katepsin K ključen encim 
v procesu preoblikovanja kosti, je njegovo izražanje  najvišje v osteoklastih [5,8]. V procesu 
nenehnega preoblikovanja kosti so bistvenega pomena trije tipi celic, in sicer osteblasti, 
osteociti in osteoklasti. Osteoblasti in osteociti so pomembni za sintezo kolagena tipa I in 
mineralizacijo kosti, medtem ko osteoklasti cepijo kostno tkivo tako da na površini kosti 
naredijo plast in znižajo pH, kar povzroči razgradnjo hidroksiapatita, torej demineralizacijo 
kosti [9,10]. Zaradi razgradnje hidroksiapatita se izpostavi organska komponenta kosti, kolagen 
tipa 1, katerega razgradi katepsin K. Katepsin K se lahko v manjši meri pojavi tudi v 
osteoblastih, osteocitih in nekaterih epitelijskih celicah.  
Katepsin K je edinstvena človeška kolagenaza [8,11]. Njena posebna značilnost je, da je edina 
proteza, ki je zmožna cepitve trojne vijačnice kolagena tipa I na več mestih. Obstaja 28 različnih 
tipov kolagena od katerih je največ kolagena tipa I. Slednji opravlja strukturno funkcijo in je 
najbolj razširjena beljakovina v človeškem telesu. Sestavljen je iz treh α vijačnic s po 1000 
ostanki, zavitih druga ob drugi v obliki podobni vrvi [7]. Molekulska masa kolagena je 360 
kDa. Najbolj pogosti aminokislinski ostanki v zaporedju so glicini, prolini in hidroksiprolini 
[28]. V nekaterih študijah so dokazali da je kolagenolitična aktivnost katepsina K najboljša v 
pH območju od 4,0 do 7,0 in da katepsin K cepi kolagen z N konca [12,13].  
Ravnotežje med tvorbo in razgradnjo kosti je s starostjo negativno, kar pogosto povzroči 
različne bolezni, kot so osteoporoza, ateroskleroza in artritis. Prekomerno izražanje katepsina 
K je karakteristično tudi za srčne napade, rak prostate, dojk, ščitnice in nekatere druge oblike 
raka. Glede na to da, vse naštete bolezni povzroča prekomerna aktivnost katepsina K, je njegova 
inhibicija tarča za različna zdravila [6]. Cilj priložene diplomske naloge je bil odkriti vpliv 
različnih inhibitorjev (konkretno izbranih kovinskih ionov) na aktivnost katepsina K in 
mehanizme njihovega delovanja.  
 
4 
 
1.3. Mehanizmi inhibicije encimske aktivnosti 
 
Glede na to da so encimi ključnega pomena za vse celične procese, ima vsaka prekomerna ali 
nezadostna dejavnost encimov za posledico bolezni. Aktivnost encima je regulirana na več 
nivojih (transkripcija/ translacija, posttranslacijske modifikacije, subcelična lokalizacija in 
regulacija z modifikatorji). Aktivatorji encimov so spojine, ki povečajo aktivnost encima. 
Encimski inhibitorji (I) so molekule, katere sodelujejo v encimsko katalizirani reakciji tako da 
jo upočasnijo ali preprečijo. Inhibitor se na encim lahko veže reverzibilno in ireverzibilno. 
Reverzibilna vezava pomeni, da inhibitor lahko oddisocira od encima. V primeru ireverzibilne 
inhibicije pa nastane stabilen E-I kompleks [2,3].  
V primeru popolne izgube encimske aktivnosti ob vezavi inhibitorja govorimo o linearni 
(popolni) inhibiciji. Če pa je kompleks E-I do določene mere še vedno katalitično aktiven je 
prišlo do hiperbolične (delne) inhibicije [14].  
 
1.3.1. Linearna inhibicija 
 
Ko pride do linearne inhibicije, je kompleks E-I popolnoma inhibiran oziroma nima katalitične 
aktivnosti. Obstajajo trije osnovni tipi linearne inhibicije in sicer kompetitivna, akompetitivna 
in mešana linearna inhibicija. 
 
 
 
 
 
 
Shema 1: Shema linearne inhibicije. S modro pisavo je napisana shema linearne kompetitivne 
inhibicije, z rdečo pa je shema linearne akompetitivne inhibicije, shemo linearne mešane 
inhibicije pa predstavlja cela shema. Črna pisava (pretvorba substrata v produkt) je vedno 
prisotna. E – encim, S – substrat, I – inhibitor, P – produkt, Ks – ravnotežna konstanta, Ki – 
konstanta inhibicije, Kiu – konstanta inhibicije E-S kompleksa, kcat – pretvorbeno število. 
Kompetitivni inhibitor tekmuje s substratom za vezavo v aktivno mesto. Če ima inhibitor večjo 
afiniteto za vezavo na encim, aktivno mesto encima ne bo več dostopno za vezavo substrata. V 
večini primerov je inhibitor strukturno podoben substratu in v reakciji z encimom tvori 
katalitično neaktiven E-I kompleks. Kompetitivni inhibitor bo zvišal vrednosti Km, kar pomeni 
da se bo zmanjšala afiniteta za substrat [15].  
Za akompetitivno in mešano inhibicijo je značilna vezava inhibitorja na drugo mesto na encimu, 
različno od aktivnega mesta. Medtem ko se pri akompetitivni inhibiciji, inhibitor lahko veže le 
Kiu 
E   +    S                 E-S               E    +    P 
I
+ 
Ki 
 
E-I 
Ks kcat 
E-S-I 
I  
+ 
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na E-S kompleks, je pri mešani inhibiciji možna enako dobra vezava inhibitorja na E in na E-S 
kompleks. V primeru inhibicije z akompetitivnim in mešanim inhibitorjem bo prišlo do 
spremembe vrednosti Vmax in Km (akompetitivni znižajo Km in Vmax, mešani pa znižajo Vmax, ter 
povišajo Km). Nekompetitivna inhibicija je podtip mešane inhibicije. Slednji tipi inhibitorjev 
znižajo Vmax, vendar nimajo vpliva na vrednost Km [15].  
 
1.3.2. Hiperbolična inhibicija 
 
Hiperbolična oziroma delna inhibicija je pojav, ko aktivnost kompleksa E-S-I ne pade na ničlo. 
To pomeni da je, tudi ob neskončno visoki koncentraciji inhibitorja, omogočena pretvorba 
substrata v produkt. Ko je inhibitor vezan v kompleks E-S, lahko aktivno mesto ohrani določeno 
sposobnost in olajša delno katalizno reakcijo. Hiperbolični inhibitorji so lahko alosterični 
inhibitorji encimske aktivnosti. Po vezavi inhibitorja na alosterično mesto encima, pride do 
konformacijske spremembe v aktivnem mestu encima in je posledično onemogočena popolna 
kataliza.  Tako kot pri linearni inhibiciji, tudi pri hiperbolični inhibiciji obstajajo trije 
mehanizmi (kompetitivna, akompetitivna in mešana hiperbolična inhibicija). Mehanizme 
hiperbolične inhibicije opišemo s splošnim mehanizmom modifikatorjev [16].  
 
 
Shema 2: Shema splošnega mehanizma inhibitorjev. E – encim, S – substrat, P – produkt, Ks – 
ravnotežna konstanta, Ki – konstantna inhibicije, kcat – pretvorbeno število, α, β – parametra, s 
pomočjo katerih določimo mehanizem modifikacije. 
 
S kombinacijami parametrov α in β lahko opišemo vse vrste linearnih in hiperboličnih 
inhibitorjev. Parameter α pove, kako inhibitor vpliva na afiniteto encima do substrata, β pa 
opisuje katalitične lastnosti trojnega kompleksa [17,18].  
 
 
1.4. Pomen kovinskih ionov  
 
Za nemoteno delovanje organizma so potrebni različni kemijski elementi. Nekateri od teh 
elementov je naravno prisotnih v organizmu, ostale pa je treba vnašati s hrano. Zaenkrat 
poznamo 11 esencialnih kovinskih ionov in sicer Na, K, Ca, Mg, Zn, Fe, Cu, Mn, Mo, Co in 
Ce. Vsaki od teh ionov ima posebno nalogo v organizmu in je velikega pomena za preživetje 
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človeka [19]. Omeniti velja tudi, da se pogled na pomen in vlogo kovinskih ionov z razvojem 
novih aparatur in tehnik v zadnjih desetletjih precej spreminja. 
Na podlagi rezultatov prejšnjih raziskav [20], v katerih so se ukvarjali z vplivom nekaterih 
kovinskih ionov na delovanje encimov, smo izbrali potencialne inhibitorje katepsina K in 
posledično tudi privlačne tarče za zdravila proti osteoporozi.  
Za galijeve spojine je znano da imajo antibakterijski efekt in so že v uporabi kot zdravila za 
različne oblike raka. Predvsem je v uporabi galijev nitrat(V), ki se uporablja za zdravljenje 
hiperkalcemije, ki je povezana z metastazami raka kosti. Precej se raziskujejo tudi biološki 
učinki različnih galijevih kompleksov [29]. Ga3+ ioni vplivajo na izločanje protonov iz 
osteoklastov, kar posledično pomeni, da se kostnina ne nakisa dovolj, da bi prišlo do razgradnje 
hidroksiapatita. Ker je delovanje Ga3+ ionov povezano z resorpcijo kosti in ker so določena 
zdravila že v uporabi, smo se odločili preučiti inhibitorno moč galija za aktivnost katepsina K 
[22]. 
Cerij, skupaj z lantanom, sodi v skupino lantanoidov. Zaradi njegove strukturne in biokemijske 
podobnosti železu, so v nekaterih študijah opazovali učinke cerija na rakaste celice. Transferin 
je beljakovina, ki veže železo in skrbi za njegov prenos. Prenese ga tudi do rakastih celic, ki ga 
nujno potrebujejo za svoj obstoj. Na ta način rakasta celica dobi pomoč pri replikaciji DNA in 
nadaljnji proliferaciji.  V primeru vezave cerija na vezavno mesto za železo se blokira aktivnost 
transferina in je proliferacija rakastih celic onemogočena. Zaradi strukturne podobnosti s 
kalcijem, se cerij lahko v manjših količinah kopiči v kosteh. Glede na to, da je katepsin K 
ključen encim za proces preoblikovanja kosti, je bil Ce4+ smiselna izbira potencialnega 
inhibitorja cisteinskih peptidaz [22,23]. 
Tudi lantanove spojine so bile že testirane in uporabljene kot možna zdravila proti raku. 
Mehanizem njihovega delovanja ni natančno poznan, zaradi podobnosti s Ce4+, verjetno 
delujejo na podoben način. La3+ ioni so po nekaterih lastnostih tudi podobni Ca2+ ionom in lahko 
vplivajo na vse od kalcija odvisne encime ali metabolne poti [22].  
Cink je eden od esencialnih elementov saj sodeluje v presnovi beljakovin, maščob in ogljikovih 
hidratov. Ima tudi strukturno vlogo, ker tvori cinkove prste oziroma posebne domene znotraj 
molekul beljakovin. Potreben je za normalno delovanje spolnih organov in presnovo spolnih 
hormonov. Cinkovi ioni imajo tudi regulatorno vlogo in pomembno funkcijo v celični 
signalizaciji. Že pri nizkih koncentracijah lahko Zn2+ ioni povzročijo inhibicijo nekaterih 
encimov vključenih v signalizacijsko pot. Nekatere študije so preučevale vpliv cinkovih ionov 
na aktivnost katepsinov A, B, C in D. Iz rezultatov teh raziskav je razvidno, da je cink bolj 
vplival na katepsina B in C (cisteinski peptidazi), kot na katepsina A in D (serinska in aspartatna 
peptidaza) [21,22].  
Zn2+ ioni so se izkazali kot dobri naravni inhibitorji vseh cisteinskih proteaz, saj reagirajo s 
ključnimi aminokislinskimi ostanki v aktivnem mestu encima (Zn2+ ion tvori vezi s tiolnim 
anionom cisteina in imidazolom na histidinu). Vezi Cys-Zn2+-His so lahko različno stabilne 
[24].  
Kovinski ioni so kot potencialni inhibitorji encimske aktivnosti zanimiva tarča tudi za raziskave 
v prihodnosti, saj imajo inhibitorne učinke tudi v kompleksih z različnimi molekulami. Na 
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primer, znano je, da nekateri bigvanidi lahko povečajo afiniteto Zn2+ ionov do tarčnih encimov 
[24]. Bigvanidi so molekule, ki so se uporabljale za zdravljenje diabetesa, vendar so se zaradi 
škodljivih stranskih učinkov (npr. tveganje smrtne laktacidoze [30]) po odkritju insulina nehali 
uporabljati. Pripravljeni so bili tudi različni derivati bigvanidov (fenilbigvanidi (FG), 
dimetilbigvanidi (DMG), fenformini (FF)), ki so kazali različno učinkovitost. Kasneje so 
ugotovili, da imajo bolniki zdravljeni z bigvanidi manjše tveganje, da bodo zboleli za rakom. 
To je povzročilo večje zanimanje za njihovo uporabo kot možnih protitumorskih zdravil. 
Bigvanidi lahko tvorijo komplekse s Zn2+ in drugimi kovinskimi ioni, s tem da afinitete do 
različnih kovinskih ionov lahko varirajo. Kompleks derivat bigvanida - Zn2+ ion nastane preko 
dveh iminskih dušikov bigvanida. Koordinacijska kemija se ukvarja tudi z racionalno pripravo 
kovinskih kompleksov, ki bi imeli čim boljše biološke lastnosti. V prejšnjih raziskavah so s 
pomočjo računalniške kemije pripravili modele kompleksov, vendar niso upoštevali vseh 
konformacijskih sprememb, ki bi lahko nastale v kompleksu. Pokazali so tudi da obstaja več 
možnih načinov vezave derivatov bigvanida na aktivno mesto katepsina B [24]. 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 3: Struktura fenformina pripravljena s programom ChemSpace. Ogljikovi atomi so sivo 
obarvani, dušikovi pa modro-vijolično. Vodikovi atomi niso prikazani. S puščicami sta 
označena dva imino dušika, preko katerih se Zn2+ ion veže v kompleks. 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4: Struktura dimetil bigvanida pripravljena s programom ChemSpace. Ogljikovi atomi so 
sivo obarvani, dušikovi pa modro-vijolično. Vodikovi atomi niso prikazani. S puščicami sta 
označena dva imino dušika, preko katerih se Zn2+ ion veže v kompleks. 
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Slika 5: Struktura fenil bigvanida pripravljena s programom ChemSpace. Ogljikovi atomi so 
sivo obarvani, dušikovi pa modro-vijolično. Vodikovi atomi niso prikazani. S puščicami sta 
označena dva imino dušika, preko katerih se Zn2+ ion veže v kompleks. 
 
Za določanje vpliva kovinskih ionov na aktivnost katepsina K pri hidrolizi makromolekulskih 
substratov smo uporabili še dva dodatna iona in sicer Pb2+ in Sr2+. Prejšnja raziskava vpliva 
Pb2+ iona na aktivnost katepsina K je pokazala da gre za linearno kompetitivno inhibicijo 
encimske aktivnosti. Ker so omenjeni poskusi bili narejeni na sintetičnemu substratu Z-FR-
AMC, bi bilo zanimivo vedeti, ali Pb2+ ioni imajo enak inhibitorni učinek na makromolekulske 
substrate [20]. Sr2+ ion je element druge skupine periodnega sistema in ima s tega vidika nekaj 
podobnosti s kalcijem, vendar ni bilo podatkov, da bi lahko deloval kot inhibitor katepsina K.  
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2. Namen dela 
 
Na podlagi številnih raziskav smo ugotovili, da imajo različni kovinski ioni lahko inhibitorno 
vlogo za veliko encimov. Predpostavili smo,  da ne delujejo vsi po istem mehanizmu inhibicije 
in zato sem se v nadaljevanju osredotočila na dokazovanje slednje hipoteze.  
Začetni koraki so bili izbira primernih soli kovinskih ionov in meritev njihovega vpliva na 
aktivnost katepsina K s pomočjo hidrolize fluorogenega substrata Z-FR-AMC. Namen 
diplomske naloge je bil določanje konstant inhibicije izbranih ionov ter analiza njihovih 
mehanizmov delovanja. Ker spremljanje hidrolize sintetičnega substrata ne da nujno rezultatov, 
ki veljajo za širši spekter substratov, smo preverili tudi hidrolizo makromolekulskih substratov 
in sicer kolagena in azokazeina. S pomočjo SDS PAGE-a smo dokazali kolagenolitično 
sposobnost katepsina K. Po končani meritvi hidrolize azokazeina, sem v grafični obliki 
predstavila preostalo encimsko aktivnost katepsina K po inhibiciji z izbranimi ioni. Po in situ 
pripravi kompleksov med derivati bigvanida in Zn2+ ioni, sem ocenila še vpliv zdravil na 
aktivnost Zn2+ ionov.  
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3. Materiali in metode 
 
3.1. Materiali   
 
3.1.1. Aparature 
 
V tabeli 1 so naštete aparature, ki sem jih uporabljala med delom v laboratorijih na Katedri za 
biokemijo na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologije Univerze v Ljubljani.  
Tabela 1: Seznam aparatur, ki sem jih uporabljala med eksperimentalnim delom. 
Aparature Proizvajalci 
Analitska tehnica Radwag, Poljska 
Avtomatske pipete Eppendorf, Nemčija 
pH meter Mettler toledo, Švica 
Vibracijski inkubator Eppendorf, Nemčija 
Spektrofluorimeter Perkin Elmer, LS 50 B, ZDA 
Spektrofotometer Cary 50 Bio, ZDA 
Oprema za SDS PAGE BIORAD, ZDA 
 
 
3.1.2. Katepsin K 
 
Pri eksperimentalnem delu določanja vpliva kovinskih ionov na encimsko aktivnost sem 
uporabljala rekombinanten človeški katepsin K, ki ga je pripravila mlada raziskovalka Tjaša 
Goričan na Katedri za biokemijo.  
 
3.1.3. Substrat Z-FR-AMC 
 
Za določanje hitrosti encimsko katalizirane reakcije sem kontinuirano spremljala hidrolizo 
sintetičnega substrata Z-FR-AMC (benziloksikarbonil-Phe-Arg-7-amido-4-metilkumarin), 
proizvajalca Bachem. Ta substrat je primeren za določanje aktivnosti katepsina K, ker gre za 
fluorogeni peptidni substrat, ki sam po sebi ne fluorescira. Šele po cepitvi amidne vezi, ki jo 
cepi katepsin K, dobimo fluorescenten produkt. To dejstvo izkoriščamo za spremljanje 
encimske aktivnosti s spektrofluorimetrom z vzbujanjem s svetlobo valovne dolžine 370 nm, 
fluorescenten produkt - AMC pa zaznamo pri valovni dolžini 455 nm.   
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Slika 6: Struktura substrata Z-FR-AMC pripravljena s programom ChemSpace. Z okvirčkom 
in oznako AMC je označena fluorogena skupina (7-amino-4-metilkumarinska). V strukturi so 
ogljikovi atomi sivo obarvani, dušikovi modro-vijolično, kisikovi pa rdeče. Vodikovi atomi 
niso prikazani. 
 
3.1.4. Kolagen 
 
Za določanje kolagenolitične aktivnosti katepsina K sem uporabljala kolagen izoliran iz telečje 
kože (ang. calf skin collagen) z založno koncentracijo 6,25 mg/ml. Proizvaja ga Worthingon 
Biochemical Corporation.  
 
3.1.5. Azokazein 
 
Kot dodatni substrat za preverjanje aktivnosti katepsina K sem uporabila azokazein proizvajalca 
Sigma-Aldrich. 
 
3.1.6. Kovinske soli 
 
V tabeli 2 so naštete vse kovinske soli, ki sem jih uporabljala kot potencialne inhibitorje 
katepsina K.  
Tabela 2: Seznam uporabljenih kovinskih soli. 
Ime spojine Molekulska formula Proizvajalec 
cinkov(II) acetat dihidrat Zn(OAc)2·2H2O Riedel de Haën (Honeywell) 
galijev(III) nitrat monohidrat Ga(NO3)3·H2O Aldrich (Merck) 
amonijev cerijev(IV) nitrat (NH4)2Ce(NO3)6 Fluka (Honeywell) 
lantanov(III) klorid monohidrat LaCl3·H2O Fluka (Honeywell) 
svinčev(II) acetat trihidrat Pb(OAc)2·3H2O Aldrich (Merck) 
stroncijev(II) nitrat Sr(NO3)2 Fluka (Honeywell) 
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3.1.7. Pufri 
 
V tabeli 3 je seznam vseh pufrov, ki sem jih uporabljala med eksperimentalnim delom na 
Katedri za biokemijo Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo. 
Tabela 3: Seznam uporabljenih pufrov in njihova sestava. 
Pufer Sestava 
Reakcijski pufer 50 mM NaOAc, pH 5,5 
Pufer za aktivacijo proencima 100 mM NaOAc, 0,5 M NaCl, pH 4 
Pufer za zaustavitev aktivacije proencima 3 M NaOAc, pH 5,5 
Pufer za ločevalni gel za SDS PAGE 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 
Pufer za koncentracijski gel za SDS PAGE 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8 
5x nanašalni pufer 250 mM Tris/HCl, pH 6,8, 10% SDS, 50% 
glicerol, 0,02 % bromfenol modro 
10x elektroforezni pufer 30 g Tris, 144 g glicina, 10 g SDS 
 
3.1.8. Dodatne kemikalije  
 
V tabeli 4 so naštete preostale kemikalije, ki sem jih uporabljala med določanjem aktivnosti 
katepsina K na Katedri za biokemijo Fakultete za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v 
Ljubljani.  
Tabela 4: Seznam dodatnih kemikalij, uporabljenih med eksperimentalnim delom. 
Okrajšava Molekulska formula Celotno ime spojine 
APS (NH4)2S2O8 Amonijev persulfat 
DMSO C2H6OS Dimetil sulfoksid 
DTT C4H10O2S2 1,4-ditiotreitol 
SDS CH3(CH2)11SO4Na Natrijev dodecil sulfat 
TEMED (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2 N, N, N, N- tetrametil-1,2-diaminometan 
E64 C15H27N5O5 1-(4-gvanidinobutil)-amino-4-metil-1-
oksopentan-2karbamoil-
ciklopropankarboksi- kislina 
CBB C45H44N3NaO7S2 Coomassie Brilliant Blue R-250 
TCA C2HCl3O2 Triklorocetna kislina 
NaOH NaOH Natrijev hidroksid 
FG* C8H12ClN5 1-fenilbigvanid hidroklorid 
DMG*, Metformin C4H12ClN5 1,1-dimetilbigvanid hidroklorid 
FF* C10H16ClN5 Fenformin hidroklorid 
* okrajšave, ki sem jih uporabljala v diplomski nalogi. 
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3.2. Metode   
 
3.2.1.  Aktivacija prokatepsina K 
 
V prejšnjih raziskavah se je pokazalo da je obdelava prokatepsina K pri nizkem pH in povišani 
temperaturi, ključna za njegovo aktivacijo [10]. Rekombinanten človeški prokatepsin K, ki ga 
je pripravila mlada raziskovalka Tjaša Goričan na Katedri za biokemijo Fakultete za kemijo in 
kemijsko tehnologijo, sem aktivirala v standardnem aktivacijskem pufru, ki je sestavljen iz 100 
mM NaOAc, 500 mM NaCl, pH je uravnan na 4,0. Vzorcu proencima in aktivacijskem pufru 
(razmerje volumnov 1:1) sem dodala 1 M DTT do 1 % končnega volumna. Zaradi dodatka 
acetatnega pufra pH 4,0 se je mešanica dovolj nakisala, da je prišlo do avtokatalitične cepitve 
prokatepsina K. DTT je preprečil oksidacijo cisteinskega ostanka v aktivnem mestu. Vzorec 
sem inkubirala na vibracijskem inkubatorju 90 minut pri 37°C. Naraščajočo aktivnost encima 
sem spremljala s spektrofluorimetrom, s pomočjo substrata Z-FR-AMC, tako da sem v 2 ml 
kiveti pripravila reakcijsko mešanico sestavljeno iz 50 mM acetatnega pufra, pH 5,5, 5 µM 
substrata Z-FR-AMC in 5 mM DTT. Nazadnje sem v reakcijsko mešanico dodala 1 µl 
aktivirajočega encima in začela s spremljanjem povečanja fluorescence (vzbujevalna svetloba 
pri 370 nm, emisijska pa pri 455 nm). Meritev sem ponavljala v 15 minutnih intervalih, dokler 
aktivnost encima ni nehala naraščati. Takrat sem aktivacijo prokatepsina ustavila z dodatkom 
3 M NaOAc, pH 5,5 do 10% končnega volumna. Aktiviran katepsin K sem shranila v 
zamrzovalnik na -20°C in ga za vsako naslednjo uporabo primerno redčila [17].  
 
3.2.1. Kinetične meritve 
 
Pri določanja vpliva kovinskih ionov na aktivnost katepsina K sem vse kinetične meritve 
izvajala v 50 mM NaOAc pufru, pH 5,5 v 2 ml kivetah za enkratno uporabo. Poleg pufra, so 
reakcijske mešanice vsebovale še fluorogeni substrat Z-FR-AMC v končni koncentraciji 5 μM 
(stalna koncentracija) in ustrezen volumen izbranega inhibitorja (Ce4+, Ga3+, La3+ ali Zn2+ 
naraščajoče koncentracije). V reakcijske mešanice nisem dodajala EDTA, saj kompleksira 
kovinske ione in DTT, ker se je pri reakciji z večino kovinskih ionov tvorila oborina [17,20]. 
Pred vsako meritvijo sem v kiveto dodala magnetno mešalo, ki je omogočalo stalno mešanje 
reakcijske mešanice, v katero sem, tik pred začetkom posamezne meritve, dodala po 1 μl 
aktiviranega encima. Po dodatku encima je potekla hidroliza substrata, pri čemer sem, s 
pomočjo programa FL WinLab, spremljala fluorescenco nastalega AMC pri vzbujevalni 
valovni dolžini 370 nm ter emisijski valovni dolžini 455 nm.. Kot rezultat posamezne meritve 
sem dobile krivulje odvisnosti intenzitete fluorescence od časa merjenja (60 sekund). Iz naklona 
krivulj sem določila začetne hitrosti hidrolize sintetičnega substrata Z-FR-AMC. 
Pri določanju mehanizma delovanja izbranih kovinskih ionov na aktivnost katepsina K sem v 
2 ml kiveti pripravila reakcijske mešanice, ki so vsebovale 50 mM acetatni pufer, pH 5,5 (brez 
EDTA in DTT), naraščajoče koncentracije substrata in naraščajoče koncentracije inhibitorja. 
Ostali pogoji so bili enaki, kot že prej opisani [25]. 
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Vse meritve, ki sem jih izvajala na spektroflurimetru Perkin Elmer Luminescence Spectrometer 
LS 50 B, so bile termostatirane pri 25 °C.  
 
3.2.2. Analiza dobljenih podatkov 
 
Vse matematične in grafične analize pridobljenih eksperimentalnih podatkov sem naredila s 
pomočjo programa GraphPad Prism 8.1.2. 
Dobljene titracijske krivulje sem analizirala tako, da sem začetne hitrosti pri titraciji encima s 
izbranim inhibitorjem (vA) normalizirala glede na začetno hitrost reakcije v odsotnosti 
kovinskega iona (v0). Kot rezultate sem dobila grafe, ki predstavljajo odvisnost preostale 
encimske aktivnosti (vA/v0) od koncentracije testiranega inhibitorja. Grafe sem potem 
analizirala z nelinearno regresijo (v odvisnosti od inhibitorja in dobljene krivulje sem 
uporabljala dve različni enačbi in sicer enačbo za linearno kompetitivno inhibicijo-enačba 1 
(Zn2+) ali štiriparameterno logistično enačbo-enačba 2 (Ce4+, Ga3+, La3+)) [17]. 
 
 
 
Enačba 1: Enačba za linearno kompetitivno inhibicijo. 0 – začetna hitrost v odsotnosti 
inhibitorja, vA - začetna hitrost reakcije v prisotnosti inhibitorja, Ki - konstanta inhibicije, =
[𝑆]
𝐾𝑚
 . 
 
 
Enačba 2: Štiriparameterna logistična enačba. 0 - začetna hitrost v odsotnosti inhibitorja, vA -
začetna hitrost reakcije v prisotnosti inhibitorja, ∞ - hitrost pri nasičenju z encimom, h - Hillov 
koeficient kooperativnosti.  
 
Hillov koeficient je pomembna vrednosti pri ocenjevanju kooperativnosti vezave liganda na 
encim. Če je h > 1 je reakcija pozitivno kooperativna. To pomeni, da se po vezavi prvega 
liganda na encim poveča afiniteta za vezavo (olajša vezava) liganda na drugih vezavnih mestih. 
V primeru, ko je vrednosti Hillovega koeficienta manjša od 1, se zgodi ravno obratno. V 
primeru, ko vezava liganda ne vpliva na afiniteto vezave liganda na druga vezavna mesta, je 
vrednosti Hillovega koeficienta enaka 1 [3]. 
Mehanizem delovanja izbranih kovinskih ionov sem analizirala s splošnim mehanizmom 
modifikatorjev. Za izračun vrednosti parametrov interakcije (α, β, Ki) in določitev mehanizma 
inhibicije sem uporabila enačbo 3: 
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Enačba 3: Enačba specifične hitrosti. v0 - začetna hitrost reakcije brez inhibitorja, vA - začetna 
hitrost reakcije v prisotnosti inhibitorja, Ki - konstanta inhibicije, =
[𝑆]
𝐾𝑚
, α - vpliv inhibitorja 
na afiniteto encima do substrata, β - opisuje katalitične lastnosti trojnega kompleksa E-S-I. 
 
Potem, ko sem izmerila hitrosti reakcij pri različnih kombinacijah koncentracij substrata in 
inhibitorja, sem narisala diagrame specifičnih hitrosti, ki predstavljajo odvisnost v0/vA od 

1+
. 
Iz presečišč dobljenih krivulj sem določila mehanizem inhibicije, ki sem ga potrdila s pomočjo 
izračunanih parametrov.  
Parametre (α, β, Ki) sem določila z uporabo sekundarnega diagrama, ki pove kakšna je odvisnost 
𝑎
𝑎−1
 oziroma 
𝑏
𝑏−1
 od recipročne vrednosti koncentracije inhibitorja 
1
[𝐼]
, pri čemer je a= vrednost 
y pri x=0 in b= vrednost y pri x=1 na diagramu specifičnih hitrosti [17].  
 
 
 
 
Enačbi 4 in 5: Enačbi s pomočjo katerih smo izračunali parametre α, β in Ki. a= vrednost y pri 
x=0 in b= vrednost y pri x=1 na diagramu specifičnih hitrosti, α - vpliv inhibitorja na afiniteto 
encima do substrata, β - opisuje katalitične lastnosti trojnega kompleksa E-S-I, Ki - konstanta 
inhibicije. 
Za karakterizacijo popolnih in delnih inhibitorjev sem si pomagala s podatki iz tabele 5. 
Tabela 5: Vrednosti α in β za posamezne tipe inhibicije [31]. 
Tip inhibicije α β 
Linearna kompetitivna α→ ∞ 0 
Linearna akompetitivna α→ 0 ; Ki → ∞ 0 
Linearna mešana 1 < α < ∞ 0 
Linearna nekompetitivna 1 0 
Hiperbolična kompetitivna 1 < α < ∞ 1 
Hiperbolična akompetitivna 0 < α < 1 0 < β < 1 in α = β 
Hiperbolična mešana 1 < α <  ∞ 0 < β < 1 
Hiperbolična nekompetitivna 1 0 < β < 1 
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3.2.3. Analiza kolagenolitične aktivnosti katepsina K 
 
Pri določanju vpliva inhibitorjev na aktivnost encimov je praktično izkoriščati hidrolizo 
sintetičnih substratov, saj je hitrejša in manj zahtevna za analiziranje mehanizma katalize. 
Vendar rezultati, ki jih dobimo po bolj praktičnem postopku, niso nujno pravilni za širši spekter 
substratov. Zato je treba preveriti vpliv izbranih inhibitorjev na aktivnost katepsina K s pomočjo 
katepsinu naravnih substratov [26].  Izbrali smo dva substrata in sicer kolagen, izoliran in telečje 
kože in kazein, označen z azo barvilom.  
Topni kolagen začetne koncentracije 6,25 mg/ml sem razredčila v reakcijskem pufru (50 mM 
NaOAc, pH 5,5) do končne koncentracije 0,4 mg/ml. Poleg kolagena, sem v reakcijsko 
mešanico dodala še inhibitor (Ce4+, Ga3+, La3+, Zn2+ , Pb2+ in Sr2+) do končne koncentracije 500 
µM in ustrezen volumen encima do končne koncentracije 0,5 µM. Pripravila sem tudi pozitivno 
(razredčen kolagen + katepsin K) in negativno (razredčen kolagen) kontrolo. Vzorce sem 
inkubirala 4 h s stresanjem na Eppendorf Thermomixer Comfort pri 28 °C. Po končani 
inkubaciji sem reakcijo prekinila z dodatkom 1 µl E64 (sintetični inhibitor) in dodala 5 µl 5x 
nanašalnega pufra. Da bi denaturirala kolagen, sem izvedla 5 minutni toplotni šok (pri cca 100 
°C). Tako pripravljene vzorce sem nanesla v žepke za SDS-PAGE in sledila fragmentaciji 
kolagena tipa 1 po 4 urni inkubaciji s katepsinom K in njegovim potencialnim inhibitorjem.  
SDS-PAGE je metoda za ločevanje proteinov na osnovi mase. Potrebno je bilo pripraviti dva 
gela in sicer koncentracijski in ločevalni gel. Da bi vse delce v vzorcu skoncentrirala in 
omogočila istočasen začetek ločevanja, sem pripravila 5 % koncentracijski gel po standardnem 
protokolu. Glede na to, da je kolagen velik protein sem pripravila tudi malo zamrežen (7 %) 
ločevalni gel po standardnem postopku. Po končani elektroforezi sem proteinske lise obarvala 
s Coomassie Brilliant Blue (CBB) barvilom [7,17]. 
 
 
3.2.4. Analiza hidrolize azokazeina 
 
Azokazein sem raztopila v DMSO do končne koncentracije 2 mg/ml. Pozitivno kontrolo je 
predstavljal azokazein in encim v 0,5 µM končni koncentraciji, negativno kontrolo pa samo 
azokazein. V preostale vzorce sem, poleg azokazeina in 0,5 µM encima, dodala še ustrezen 
volumen potencialnih inhibitorjev katepsina K (Ce4+, Ga3+, La3+, Zn2+, Pb2+ in Sr2+) do 500 µM 
končne koncentracije. Reakcijske mešanice sem inkubirala 30 minut pri 37°C. Reakcijo sem 
ustavila z dodatkom 12 µl triklorocetne kisline (končna koncentracija 5 % v/v). Po končani 
reakciji sem vzorce postavila na led (15 min) in centrifugirala (10 min). Vzela sem 150 µl 
bistrega supernatanta in mu dodala 850 µl NaOH (azokazein ima boljšo barvo v bazičnem 
okolju). Tako pripravljenem vzorcu sem izmerila absorbanco pri 440 nm [25].  
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3.2.5. Priprava kompleksov (derivati bigvanida - Zn2+ ioni)  in kinetične meritve 
 
Za preverjanje vpliva derivatov bigvanida na inhibitorne lastnosti Zn2+ ionov na aktivnost 
katepsina K smo in situ pripravili komplekse FG - Zn2+, DMG - Zn2+ in FF - Zn2+, tako da smo 
v 2 ml kivetah zmešali acetatni pufer pH 5,5, sintetični substrat (končna koncentracija 5 μM), 
Zn2+ ione (končna koncentracija 10 μM) ter naraščajoče koncentracije derivatov bigvanida (0 
μM – 100 μM). Tik pred začetkom posamezne meritve sem dodala po 1 μl aktiviranega encima. 
Po končani meritvi sem rezultate predstavila v grafični obliki, s pomočjo programa GraphPad 
Prism 8.1.2.  
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4. Rezultati in razprava 
 
Katepsin K se intenzivno preučuje zaradi njegove pomembnosti v procesu resorpcije kosti. Kar 
ga ločuje od ostalih človeških peptidaz je njegova sposobnost, da cepi trojno vijačnico kolagena 
na več mestih. Zaradi omenjenih lastnosti encima so zaviralci aktivnosti katepsina K zanimiva 
farmacevtska tarča za različna zdravila. Želeli smo določiti ali izbrani kovinski ioni (Ce4+, Ga3+, 
La3+ in Zn2+) vplivajo na njegovo aktivnost in kakšen je mehanizem njihovega delovanja.  
Inhibitorne lastnosti izbranih kovinskih ionov smo testirali v treh neodvisnih testih. Najprej 
smo, s pomočjo sintetičnega substrata Z-FR-AMC, določili mehanizem delovanja izbranih 
kovin. Naredili smo tudi dva testa z uporabo makromolekulskih substratov, kolagena in 
azokazeina. Prav tako smo na osnovi idej in ugotovitev prejšnje raziskave [24] pripravili 
komplekse derivatov bigvanida (FG, DMG in FF) in Zn2+ ionov in situ ter testirali njihov vpliv 
na katepsin K.  
 
4.1.  Vpliv izbranih kovinskih ionov na aktivnost katepsina K 
 
Vpliv kovinskih ionov na aktivnost človeškega katepsina K smo določili z merjenjem začetnih 
hitrosti hidrolize stalne koncentracije sintetičnega substrata Z-FR-AMC pri različnih 
koncentracijah inhibitorjev. Dobljene eksperimentalne podatke smo analizirali z nelinearno 
regresijo (v odvisnosti od inhibitorja smo uporabljali dve različni enačbi in sicer enačbo za 
linearno kompetitivno inhibicijo (uporabili smo je samo za Zn2+, ker smo že, na osnovi 
rezultatov prejšnjih raziskav, pričakovali linearen kompetitiven mehanizem) ali 
štiriparameterno logistično enačbo (Ce4+, Ga3+, La3+)). S pomočjo rezultatov, ki smo jih 
predstavili v grafični obliki, smo lahko določili, ali so izbrani kovinski ioni linearni ali 
hiperbolični inhibitorji.  
Grafi preostale encimske aktivnosti (vA/v0) v odvisnosti od koncentracije inhibitorja (Ce
4+, 
Ga3+, La3+ in Zn2+) so prikazani na slikah 7 do 10.  
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Slika 7: Graf preostale aktivnosti katepsina K v odvisnosti od koncentracije Ce4+. 
   
Slika 8: Graf preostale aktivnosti katepsina K v odvisnosti od koncentracije Ga3+.  
    
Slika 9: Graf preostale aktivnosti katepsina K v odvisnosti od koncentracije La3+. 
 
Slika 10: Graf preostale aktivnosti katepsina K v odvisnosti od koncentracije Zn2+. 
Večina testiranih kovinskih ionov (Ce4+, Ga3+, La3+) deluje po hiperboličnem mehanizmu, tj. 
titracijska krivulja se ne približuje vrednosti nič. To pomeni, da hiperbolični inhibitorji 
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zmanjšajo hitrost reakcije, ne da bi pri nasičenju encima z inhibitorjem prišlo do popolne izgube 
encimske aktivnosti. Grafi na slikah 7 do 9 si sledijo po naraščajočih konstantah inhibicije Ki, 
ki so bile določene v nadaljnjih eksperimentih (tabela 6). Ce4+ ioni so najmočnejši delni 
inhibitorji, saj ob prisotnosti višjih koncentracij Ce4+ ionov katepsin K ohrani le ≈15 % začetne 
aktivnosti encima. Kljub temu, da katepsin K obdrži približno 40 % začetne aktivnosti encima 
pri višjih koncentracijah Ga3+ in La3+ ionov, je La3+ ion malenkost slabši delni inhibitor. 
Pri titraciji z naraščajočo koncentracijo Zn2+ iona (slika 10) se titracijska krivulja približuje 
vrednosti nič, kar pomeni, da ob nasičenju encima z inhibitorjev, pride do popolne izgube 
encimske aktivnosti. Iz tega je razvidno, da Zn2+ ion deluje kot linearni oziroma popolni 
inhibitor. 
 
4.2. Mehanizem inhibicije encimske aktivnosti za posamezne kovinske ione 
 
Ker sem želela mehanizem inhibicije potrditi in bolj natančno opredeliti, sem za vse izbrane 
kovinski ione pripravila diagrame specifičnih hitrosti, na osnovi katerih sem določila vrednosti 
parametrov Ki, α in β za vsak inhibitor [18]. 
Kot rezultate meritev sem dobila primarne diagrame specifičnih hitrosti in pripadajoče 
sekundarne diagrame, ki nedvoumno kažejo na mehanizem delovanja izbranih inhibitorjev. 
Specifični diagrami hitrosti so predstavljeni na slikah 11 do 14. 
 
Slika 11: Diagram specifičnih hitrosti za inhibicijo katepsina K s Ce4+ ioni. v0  - začetna 
hitrost reakcije v odsotnosti inhibitorja,  vA – začetna hitrost reakcije v prisotnosti 
inhibitorja,  σ = 
[𝑆]
𝐾𝑚
. 
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Slika 12: Diagram specifičnih hitrosti za inhibicijo katepsina K s Ga3+ ioni. v0  - začetna 
hitrost reakcije v odsotnosti inhibitorja,  vA – začetna hitrost reakcije v prisotnosti 
inhibitorja,  σ = 
[𝑆]
𝐾𝑚
. 
 
Slika 13: Diagram specifičnih hitrosti za inhibicijo katepsina K s La3+ ioni. v0  - začetna 
hitrost reakcije v odsotnosti inhibitorja,  vA – začetna hitrost reakcije v prisotnosti 
inhibitorja,  σ = 
[𝑆]
𝐾𝑚
. 
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Slika 14: Diagram specifičnih hitrosti za inhibicijo katepsina K s Zn2+ ioni. v0  - začetna 
hitrost reakcije v odsotnosti inhibitorja,  vA – začetna hitrost reakcije v prisotnosti 
inhibitorja,  σ = 
[𝑆]
𝐾𝑚
. 
Mehanizem delovanja izbranih kovinskih ionov sem analizirala s splošnim mehanizmom 
modifikatorjev (Shema 2). Za izračun vrednosti parametrov interakcije (α, β, Ki) in določitev 
mehanizma inhibicije sem uporabila enačbo 3. 
Vrednosti dobljenih parametrov za izbrane kovinske ione so zbrani v tabeli 6. 
Tabela 6: Vrednosti parametrov Ki, α in β za izbrane kovinske ione. 
Kovinski ion α β Ki (µM) Mehanizem inhibicije 
Ce4+ 2,4 0,5 4,2 ± 0,9 Hiperbolična mešana inhibicija 
Ga3+ 5,6 1,0 13 ± 2,0 Hiperbolična kompetitivna inhibicija 
La3+ 1,8 0,8 28 ± 12,0 Hiperbolična mešana inhibicija 
Zn2+ α → ∞ 0 6,4 ± 0,9 Linearna kompetitivna inhibicija 
 
Po primerjavi podatkov iz tabel 5 in 6 ter na podlagi diagramov specifične hitrosti in titracijskih 
krivulj lahko sklepamo da sta Ce4+ in La3+ hiperbolična inhibitorja, ki delujeta po mehanizmu 
mešane inhibicije. Kljub temu, da oba iona delujeta po istem mehanizmu je Ce4+ močnejši delni 
inhibitor, na kar kažejo tudi poskusi v nadaljevanju diplomske naloge. Ga3+ ion sodi med 
hiperbolične inhibitorje, vendar deluje po principu kompetitivne inhibicije. Da je Ga3+ ion 
hiperboličen kompetitiven inhibitor, lahko vidimo iz presečišča krivulj na diagramu specifičnih 
hitrosti ≈ (1,1) (slika 8) ter iz vrednosti parametra β=1 (tabela 6). 
 
Od vseh izbranih kovinskih ionov je Zn2+ ion edini popolni oziroma linearni inhibitor katepsina 
K (slika 10), ki deluje po mehanizmu linearne kompetitivne inhibicije (slika 14, tabela 6). 
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4.3. Analiza inhibicije hidrolize makromolekulskih substratov 
 
Dobljeni mehanizmi inhibicije za izbrane kovinske ione (tabela 6) ne pomenijo nujno učinka 
inhibitorjev na hidrolizo makromolekulskih substratov. Zaradi tega smo inhibitorni učinek 
izbranih kovinskih ionov preverili tudi z dvema makromolekulskima substratoma in sicer 
kolagenom, izoliranim iz telečje kože in azokazeinom. Poleg izbranih kovinskih ionov (Ce4+, 
Ga3+, La3+ in Zn2+), za katere sem določala mehanizem inhibicije, sem dodala še dva dodatna 
iona, Pb2+ in Sr2+. Za Pb2+ ione sem se odločila, ker se Pb2+, zaradi svojega ionskega radija, 
lahko izmenjuje s Ca2+ ionom in se zato lahko kopiči v kosteh [27].  Prejšnja raziskava vpliva 
Pb2+ iona na aktivnost katepsina K je pokazala da gre za linearno kompetitivno inhibicijo 
encimske aktivnosti. Ker so omenjeni poskusi bili narejeni na sintetičnemu substratu Z-FR-
AMC, bi bilo zanimivo vedeti, ali Pb2+ ioni imajo enak inhibitorni učinek na makromolekulske 
substrate [20], Sr2+ ion sem uporabila kot dodatno kontrolo, saj ni bilo podatkov da bi lahko 
deloval kot inhibitor katepsina K. Ja pa to element druge skupine periodnega sistema in ima s 
tega vidika nekaj podobnosti s kalcijem. 
 
Kolagenolitično aktivnost sem testirala kvalitativno s spremljanjem fragmentacije vzorca 
kolagena tipa I na manjše fragmente. Dobljeni rezultati so prikazani na sliki 15. 
 
Slika 15: Vpliv izbranih kovinskih ionov na aktivnost katepsina K pri razgradnji kolagena. 
Negativno kontrolo predstavlja necepljen kolagen, pozitivno pa kolagen cepljen z katepsinom 
K. 
 
Kot ena od najbolj razširjenih beljakovin v telesu je kolagen zelo pomembna sestavina kosti. 
Glede na to, da je kolagen tipa I naravni substrat katepsina K, je bilo smiselno pogledati ali 
izbrani kovinski ioni inhibirajo hidrolizo kolagena. Kolagen tipa I je sestavljen iz treh α vijačnic 
(α1, α1, α2) zavitih druga ob drugi. Po inkubaciji s katepsinom K smo stopnjo razgradnje 
kolagena, detektirali s pomočjo NaDS-PAGE. V primeru necepljenega kolagena tipa I 
(negativna kontrola) zaznamo lise v treh značilnih regijah in sicer γ, β in α regija. γ regija je 
velika približno 300 kDa in vsebuje α1, α1 in α2 vijačnice, ki so med seboj kovalentno povezane.  
β regijo, ki je razdeljena na β1 (dve α1 vijačnici) in β2 (α1, α2 vijačnici), pričakujemo pri velikosti 
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približno 200 kDa. α regija je najmanjša (≈100 kDa). Pričakujemo dve lisi in sicer α1 (dve α1 
vijačnici) in α2 (α2 vijačnica) [25]. 
Iz slike 15 je razvidno da so Ce4+, Ga3+, La3+ in Zn2+ ioni primerno inhibirali kolagenolitično 
aktivnost katepsina K. Rezultati se ujemajo s tistimi dobljenimi s sintetičnim substratom. 
Zn2+ ion je najmočnejši inhibitor, saj je največ kolagena ostalo necepljenega (lise podobne kot 
pri negativni kontroli), vendar ni popolno deaktiviral encimske aktivnosti. Ce4+, Ga3+ in La3+ 
so delno zavrli kolagenolitično aktivnosto katepsina K. Pb2+ ali Sr2+ ioni pa niso zavrli hidrolize 
kolagena saj je vzorec nastalih fragmentov enak kot pri pozitivni kontroli. V primeru Sr2+ iona 
je dobljeni rezultat v skladu s pričakovanji, saj ni bilo podatkov, kateri bi potrdili da ima Sr2+ 
inhibitorne učinke na aktivnost katepsina K. Kljub temu, da se v prejšnji raziskavi Pb2+ ion 
navaja kot linearni inhibitor, je iz slike 15 razvidno da je prišlo do hidrolize kolagena, oziroma 
da Pb2+ ion ni primeren inhibitor za inhibicijo katepsina K pri razgradnji kolagena tipa I [17]. 
 
 
Kot drugi makromolekulski substrat sem uporabila kazein označen z azo barvilom. Hidrolizo 
substrata sem spremljala spektrofotometrično pri 440 nm. Rezultati, ki sem jih predstavila v 
grafični obliki, so prikazani na sliki 16. 
 
Slika 16: Vpliv izbranih kovinskih ionov na aktivnost katepsina K pri razgradnji azokazeina. 
 
Preostala encimska aktivnost (v %) po delovanju Ce4+, Ga3+, La3+, Zn2+ in Sr2+ ionov (slika 16) 
je v skladu s prej dokazanimi mehanizmi delovanja. Zn2+, Ce4+, La3+ praktično popolnoma 
inhibiriajo hidrolizo azokazeina. Ga3+ ima manjšo inhibitorno moč pri inhibiciji hidrolize 
azokazeina (≈ 60 % encima ostane aktivnega). Za razliko od obnašanja v prisotnosti kolagena 
tip I, je Pb2+ ion skoraj popolnoma inhibiral hidrolizo azokazeina (≈ 15 % encima ostane 
aktivnega). Slednji rezultat je tudi dokaz, da imajo inhibitorji različno obnašanje v prisotnosti 
različnih substratov. 
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4.4. Analiza vpliva derivatov bigvanida na inhibicijo katepsina K s Zn2+ 
ioni 
 
Kot je že bilo prikazano v predstavljeni diplomski nalogi, Zn2+ ioni delujejo po mehanizmu 
linearne kompetitivne inhibicije, vendar je iz slike 12 razvidno, da je nekaj hidrolize kolagena 
prisotne tudi v prisotnosti Zn2+ ionov. 
Znano je, da nekateri bigvanidi lahko povečajo afiniteto Zn2+ ionov do tarčnih encimov [24]. 
Bigvanidi lahko tvorijo komplekse s Zn2+ in drugimi kovinskimi ioni, s tem da afinitete do 
različnih kovinskih ionov lahko varirajo. Kompleks derivat bigvanida - Zn2+ ion predvidoma 
nastane preko dveh iminskih dušikov bigvanida. 
 
Na slikah 17 do 19 so prikazani grafi, ki ponazarjajo vpliv naraščajoče koncentracije derivatov 
bigvanida (FF, FG, DMG) na učinek Zn2+ ionov na aktivnost katepsina K. 
Slika 17: Vpliv naraščajoče koncentracije derivatov bigvanida na učinek Zn2+ ionov na 
aktivnost katepsina K. V prvem stolpcu je prikazana aktivnost encima brez dodatkov, v drugem 
pa vpliv Zn2+ ionov na aktivnost katepsina K. Preostali stolpci predstavljajo vpliv kompleksov 
(FF - Zn2+ ioni, FG - Zn2+ ioni, DMG - Zn2+ ioni) na aktivnost katepsina K.  A: Vpliv 
naraščajoče koncentracije FF na učinek Zn2+ ionov. B: Vpliv naraščajoče koncentracije FG na 
učinek Zn2+ ionov. C: Vpliv naraščajoče koncentracije DMG na učinek Zn2+ ionov. 
 
A
 
B
 
C
 
 
26 
 
 
Iz grafov je razvidno da fenformin (FF) in fenilbigvanid (FG) malenkost povečata inhibitorni 
učinek Zn2+ ionov na aktivnost encima že pri nižjih koncentracijah derivatov bigvanida (2 µM 
in 5 µM).  V primeru inhibicije aktivnosti katepsina K z DMG - Zn2+ kompleksom je sicer 
prisotno nihanje encimske aktivnosti, kar kaže na to da ima DMG  najmanjši vpliv na 
inhibitorno moč cinkovih ionov. Pri inhibiciji encima s kompleksi smo pričakovali dva tipa 
interakcij in sicer interakcijo aminokislinskih ostankov v aktivnem mestu (Cys25 in His159) s 
Zn2+ ioni ali interakcijo vezavnega mesta za substrat z deli strukture derivata bigvanida (fenilna 
skupina). Glede na to, da je FF strukturno najbolj podoben sintetičnemu substratu (sliki 3 in 6) 
je smiselno da je največji inhibitorni učinek prisoten pri inhibiciji aktivnosti katepsina K s 
kompleksom FF - Zn2+ ioni, saj verjetno pride do dvojne interakcije (interagira Zn2+ ion z 
aminokislinami v aktivnem mestu in se fenilna skupina veže v vezavno mesto za substrat). FG 
ima samo eno interakcijo (samo fenilna skupina se veže na vezavno mesto za substrat). S 
pomočjo strukture (slika 4) lahko razložimo majhen vpliv DMG - Zn2+ kompleksa, saj DMG ni 
podoben strukturi substrata. 
 
Slika 18: Graf preostale encimske aktivnosti katepsina K v odvisnosti A: od koncentracije Zn2+ 
in B: od koncentracije Zn2+ pri konstanti koncentraciji fenformina. 
 
Ker sem želela preveriti ali prisotnost fenformina vpliva na afiniteto vezave Zn2+ ionov na 
katepsin K, sem naredila titracijo encima z naraščajočo koncentracijo Zn2+ ionov pri stalni 
koncentraciji FF in jo primerjala s titracijo encima z naraščajočo koncentracijo Zn2+ ionov v 
odsotnosti FF (slika 18). Dobljene vrednosti za konstanti inhibicije (Ki za titracijo encima s Zn
2+ 
ioni v odsotnosti fenformina je 6,4 ± 0,9 µM (tabela 6), Ki za titracijo encima s Zn2+ ioni v 
prisotnosti fenformina je 5,7 ± 0,7 µM) potrjujejo že prej dokazano. Prisotnost FF malenkost 
vpliva na inhibitorne učinke Zn2+ ionov na aktivnost katepsina K (ne veliko, ker Ki ostane 
praktično ista). 
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5. Zaključek 
 
Eksperimentalni del diplomske naloge sem opravljala na Katedri za Biokemijo Fakultete za 
kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. Tekom diplomskega dela sem za izbrane 
kovinske ione (Ce4+, Ga3+, La3+ in Zn2+) naredila titracijske krivulje, na podlagi katerih sem 
uspešno določila tipe inhibicije za posamezni ion. Ugotovila sem, da Ce4+, Ga3+ in La3+ ioni 
delujejo po hiperboličnem mehanizmu inhibicije. Po drugi strani, so Zn2+ ioni pokazali 
obnašanje karakteristično za linearne (popolne) inhibitorje katepsina K. Da bi mehanizme 
inhibicije potrdila, sem za vse izbrane ione naredila dodatne eksperimente, na osnovi katerih 
sem pripravila diagrame specifičnih hitrosti in pripadajoče sekundarne diagrame za vsak 
posamezni ion. S pomočjo dobljenih diagramov sem določila vrednosti parametrov Ki, α in β. 
Iz presečišč krivulj na diagramih specifične hitrosti in iz kombinacije dobljenih parametrov sem 
ugotovila, da Ce4+ in La3+ ioni delujejo po mehanizmu hiperbolične mešane inhibicije, Ga3+ ioni 
pa so hiperbolični kompetitivni inhibitorji. Lastnosti kompetitivne inhibicije so kazali tudi Zn2+ 
ioni, vendar Zn2+ ioni delujejo kot linearni kompetitivni inhibitorji. 
Želela sem preveriti vpliv izbranih kovinskih ionov na aktivnost katepsina K tudi pri hidrolizi 
makromolekulskih substratov, in sicer kolagena in azokazeina. Rezultati spremljanja 
kolagenolitične aktivnosti katepsina K v prisotnosti izbranih inhibitorjev so potrdili prej 
dobljene rezultate in sicer, da so Zn2+ ioni popolni inhibitorji encimske aktivnosti, Ce4+, Ga3+ 
in La3+ pa delno zavirajo aktivnost katepsina K. Med temi so bili Ce4+ ioni najbolj učinkoviti. 
Uporabila sem tudi dva dodatna kovinska iona (Pb2+ ali Sr2+), od katerih noben ni inhibiral 
kolagenolitične aktivnosti katepsina K. Rezultati hidrolize azokazeina so za izbrane kovinske 
ione bili v skladu s pričakovanji. Vendar, so za razliko od hidrolize kolagena tipa I  Pb2+ ioni 
pokazali inhibitorne lastnosti. 
Po sintezi kompleksov in situ (derivati bigvanida s Zn2+ ioni) lahko ugotovimo, da dodatek 
fenformina lahko poveča inhibitorne učinke Zn2+ ionov na hidrolizo sintetičnega substrata, kar 
pomeni, da bo verjetno prišlo do močnejše (popolne) inhibicije katepsina K. Za preverjanje 
rezultatov inhibicije encimske aktivnosti s pripravljenimi kompleksi bi lahko naredili dodatni 
poskus s SDS-PAGE in določili inhibitorne učinke FF-Zn2+ kompleksa na kolagenolitično 
aktivnost katepsina K. Smisleno bi bilo tudi izolirati komplekse z derivati bigvanida in jih 
fizikalno-kemijsko okarakterizirati ter preveriti ali je njihov inhibitorni učinek enak kot v 
primeru in situ pripravljenih kompleksov. 
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